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RESUMEN

La creciente prevalencia del consumo de productos de tabaco, incluyendo cigarrillos convencionales
y electrénicos, ha suscitado preocupaciones sobre sus efectos nocivos en la salud humana,
especialmente entre los jovenes. Este estudio se centré en comparar el dafio del material genético
entre estudiantes de medicina que usan cigarrillos convencionales y electronicos. El objetivo fue
evaluar el nivel de dafio del ADN entre estudiantes, divididos equitativamente entre fumadores de
cigarrillos convencionales y electrénicos, utilizando un enfoque observacional analitico. La
metodologia empleé el Ensayo del Cometa para medir el dafio genético, con andlisis realizados por
el software Comet Imager v2.2, evaluando parametros como el OTM y el porcentaje de ADN en la
cola, con significancia estadistica determinada mediante la prueba t-student (p<0.05). Los
resultados mostraron una diferencia significativa en el dafio genético: los fumadores de cigarrillos
convencionales presentaron un OTM de 12.73 £ 7.50 y un porcentaje de ADN en la cola de 34.34 +
14.33, en comparacién con OTM de 6.58 + 4.61 y un porcentaje de ADN de 26.88 + 10.93 en los
fumadores de cigarrillos electrénicos. Esta diferencia podria atribuirse al mayor tiempo de exposicion
a cigarrillos convencionales en comparacién al tiempo de exposicion en el caso de fumadores
electrénicos. En conclusion, se han observado dafios significativos en el ADN en fumadores tanto de
cigarrillos convencionales como de electrénicos con respecto al grupo control. Sin embargo, se
sugiere la necesidad de estudios adicionales sobre los efectos a largo plazo de los cigarrillos
electrénicos.
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ABSTRACT

The increasing prevalence of tobacco product consumption, including conventional and electronic
cigarettes, has raised concerns about their harmful effects on human health, particularly among
young individuals. This study was focused on comparing genetic material damage among medical
students using conventional and electronic cigarettes. The objective was to assess DNA damage
levels in students, equally divided between conventional and electronic cigarette users, employing
an analytical observational approach. The methodology utilized the Comet Assay to measure genetic
damage, with analyses performed using Comet Imager v2.2 software. Parameters such as Olive Tail
Moment (OTM) and the percentage of DNA in the tail were evaluated, with statistical significance
determined by the Student’s t-test (p<0.05). Results revealed a significant difference in genetic
damage: conventional cigarette users exhibited an OTM of 12.73 + 7.50 and a tail DNA percentage
of 34.34 + 14.33, compared to an OTM of 6.58 + 4.61 and a tail DNA percentage of 26.88 + 10.93
in electronic cigarette users. This difference may be attributed to the longer exposure duration to
conventional cigarettes compared to electronic cigarettes. In conclusion, significant DNA damage
was observed in both conventional and electronic cigarette users relative to the control group.
However, further studies are suggested to explore the long-term effects of electronic cigarettes.
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INTRODUCCION

Las células del cuerpo humano estan constantemente expuestas a factores
gue podrian causar potenciales dafos al ADN. El consumo de tabaco es uno de
los factores de riesgo para la salud humana, constituyendo uno de los problemas
de salud publica a nivel mundial®?. Investigaciones previas demuestran que el
humo de cigarrillo contiene mas de 7.000 sustancias toxicas que son responsables
de los dafios sobre el aparato circulatorio y respiratorio, de las cuales 69 son
carcindogenos demostrados para humanos; encontrados en los productos de la
combustion, como: el benceno, acetaldehido, formaldehido, clasificados asi por
la “International Agency for Research on Cancer” (IARC)3%, Debido a esta
problematica, el cigarrillo electrénico (CE) es promocionado como una opcién
menos dafina que el tabaco y como una alternativa para dejar de fumar el
cigarrillo convencional o de combustién®®. El mismo consiste en un dispositivo
qgue consta de una fuente de poder, cdmara de vaporizaciéon con una bobina de
calentamiento y un cartucho que almacena el componente liquido que contiene
nicotina y saborizantes disueltos. Al calentarse el dispositivo, sin combustion, su
contenido es aerolizado, se emite un vapor y este es inhalado por el usuario,¢®,
De este modo, el liquido se convierte en una mezcla de aerosoles que entran en
los pulmones del fumador para inundarlos con distintas fragancias.

Su expansidn en los Ultimos afios se debe a las campafias de marketing para
los cigarrillos electrénicos, que son transmitidas en los distintos medios de
comunicacidon masivos. Estos ademas son distribuidos libremente en centros
comerciales y son de facil acceso para los adolescentes(®. El Paraguay no cuenta
con una legislacion vigente que regule la comercializacion de los cigarrillos
electrénicos, por lo que menores de edad (<18 afios) tienen alcance a estos
productos.

Investigaciones recientes sobre los efectos del cigarrillo electrénico exponen
que estos dispositivos generan sustancias potencialmente nocivas para la salud
como el formaldehido, acetaldehido, acroleinas (un producto usado en
plaguicidas) y metales pesados (niquel, cobre, zinc y plomo)©319, Entre uno de
sus componentes mas dafiinos podemos encontrar nanoparticulas de cobre, que
tiene una alta capacidad de generar estrés oxidativo y genotoxicidad, lo que
puede llevar a una fragmentacién del ADN%, Otros estudios muestran también
los efectos agudos a nivel pulmonar, cardiovascular, inmunolégico vy
neuroldgico1®1213) | a investigacion realizada por Lerner et al. en 2016, demostrd
que el vapor de los CE aumenta la secrecidon de interleucinas (IL) como IL-6 e IL-
8 (ambos mediadores de inflamacién) por fibroblastos HFL-1 debido al aumento
en la cantidad de especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales pueden
provocar dafio en el material genético®™. Siendo estos estudios de alta
importancia, queda la interrogante de como el cigarrillo electrénico podria afectar
al material genético del usuario, y qué diferencias de dafio existiria en relacién al
cigarrillo convencional. Los estudios sobre el impacto del cigarrillo electrénico en
la salud continGlan en expansion, impulsados por los recientes hallazgos acerca
de los efectos de los mismos. Siendo importante seguir investigando acerca de
este tema, para evidenciar las posibles consecuencias que conllevan el uso del
mismo. Los datos obtenidos en esta investigacion pueden contribuir a nuevos
conocimientos en el drea de genética toxicoldgica.

El objetivo de este trabajo es evaluar el nivel de dafio sobre el material
genético en estudiantes de medicina fumadores de cigarrillo electrénico y
cigarrillo convencional con un rango de edad de 18 a 22 afios.
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METODOLOGIA

El presente trabajo tuvo lugar en el predio de la Universidad Catélica de
Nuestra Sefiora Asuncion, realizandose los analisis en el laboratorio de genética
toxicoldgica. El trabajo corresponde a un estudio del tipo observacional analitico
comparando dos grupos expuestos y un grupo control.

En este estudio fueron incluidos 57 estudiantes fumadores y 18 estudiantes
no fumadores (perteneciente al grupo control) de la Facultad de Ciencias de la
Salud de la Universidad Catolica Nuestra Sefiora de la Asuncidon, de ambos sexos
de rango etario entre 18 y 25 afos. Para este estudio se han tenido en cuenta los
siguientes criterios de inclusidon: Jovenes estudiantes no fumadores, fumadores
de cigarrillo electrénico o cigarrillo convencional, que consuman alcohol
moderadamente (<1000 ml de cerveza o 400 ml de vino por dia), cursando la
carrera de medicina, que hayan aceptado por voluntad propia participar del
estudio, firmado el consentimiento informado y se encuentren dentro del rango
de edad establecido. Se ha considerado como fumadores de cigarrillo
convencional a aquellos que fumaban de 20 a 40 cigarrillos por dia®*®. Para este
estudio han quedado excluidos alumnos que presentaban alguna enfermedad
genética, fumadores de ambos tipos de cigarrillo, normal y electrénico, usuarios
de cigarrillo electrénico que hayan fumado un cigarrillo convencional en los
Ultimos 78 dias®, consumidores de drogas ilicitas, pacientes oncoldgicos o
aquellos sometidos a terapias inmunosupresoras, estudiantes expuestos a rayos
X en los Ultimos 6 meses y aquellos que no hayan querido firmar el
consentimiento informado.

Las personas que aceptaron participar del estudio fueron divididas en 3
grupos, 29 fumadores de cigarrillo electrénico, 28 fumadores de cigarrillo normal
y 18 sujetos no fumadores utilizados como grupo control, respondiendo
voluntariamente al cuestionario elaborado para delimitar las caracteristicas
sociodemograficas de la poblacion. Los nombres de los participantes fueron
previamente codificados para asegurar el anonimato de los mismos.

Evaluacion de daiio al ADN por el Ensayo Cometa

Se llevé a cabo el protocolo de Singh et al., en 19987, para el Ensayo del
Cometa en medio alcalino y teniendo en cuenta las optimizaciones metodoldgicas
mencionadas por Hartmann en 2003(*®, Se obtuvieron 40 pl de sangre periférica
del dedo anular de cada participante, recogidas en tubos eppendorf, que
contenian una solucién de RPMI, 20 mM EDTA y 10% de DMSO, conservadas a -
10 °C. Se tomaron 80 pl de la muestra inicial y se depositaron en otro tubo que
contenia 240 pl de agarosa de bajo punto de fusion (LMP) al 0,7%. A continuacién,
las muestras fueron sembradas en laminas gelificadas con agarosa de punto de
fusion normal (NMP) al 1%, para luego ser recubiertas con una tercera capa mas
de 100 pl de agarosa LMP.

Las laminas gelificadas se mantuvieron a 4°C durante 6 a 8 horas sumergidas
en una solucién de lisis compuesta por un tampoén de lisis, Tritdbn x-100 y
dimetilsulféxido (DMSO), con el fin de provocar la lisis de las membranas. Se
colocaron las laminas en una cubeta de electroforesis con buffer alcalino a pH
12,5 durante 20 minutos para permitir la descompactacién del ADN vy la
exposicion de los sitios alcali-débiles dafiados. A continuacién, se realizé la
electroforesis por 20 minutos a 25V y 300mA. Finalizada la electroforesis, las
laminas fueron lavadas en un tampoén de neutralizaciéon 0.4M Trizma base a pH
7,5 para eliminar el exceso de alcali. Para la tincién se utilizaron 80 pl de bromuro
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de etidio (10pg/ml) por cada lamina, veinte minutos después fueron lavadas en
agua desionizada para eliminar el exceso de colorante. Finalmente, fueron
examinadas bajo el microscopio de Epifluorescencia (ZEISS AXIOS A1) con un
aumento de 200X, utilizando un filtro de 590 nm.

Definicion operacional de variables: Se evaluaron 200 células por participante
y se analizaron mediante el software Comet Imager de MetaSystems Germany
®. Para determinar el dafio celular, se tuvieron en cuenta los siguientes
parametros:

e Tail Length (TL): longitud total del cometa, desde el centro nuclear
hasta el final de la cola del mismo.

e Tail Moment (TM): longitud de migracién del ADN fuera del nacleo
conformando la cola del cometa.

e Olive Tail Moment (OTM): tamafio de la cola del cometa mas la
fraccion de ADN total desde el centro de la cabeza hasta el final de la
cola.

o Tail DNA: porcentaje de ADN en la cola del cometa que indica la cantidad
de ADN fragmentado que migré en la electroforesis.

Analisis estadisticos: Los datos fueron analizados mediante la prueba T-
Student para un nivel de significancia p<0.05 con el software de IBM-SPSS v23.
Se establecié como unidad de analisis la poblacidén celular analizada.

Aspectos éticos: El estudio solo fue aplicado a las personas que aceptaron
participar del mismo y firmaron el consentimiento informado. El protocolo de la
investigacién fue aprobado por el Comité de Etica de la Universidad Catdlica
“Nuestra Sefiora de la Asuncion” y se elaboré siguiendo los principios bioéticos de
la Declaraciéon de Helsinki y cumpliendo los estandares éticos del Consejo de
Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS).

RESULTADOS
Caracteristicas demograficas de la poblacion

La poblacién estudiada const6 de 75 estudiantes de la Facultad de Ciencias de
la Salud, siendo estos divididos en tres grupos: 29 fumadores de cigarrillo
electrénico, 28 fumadores de cigarrillo convencional y 18 no fumadores utilizados
como grupo control, considerandose respectivamente a aquellos participantes
entre los dos primeros grupos que para el momento del estudio hayan sido
usuarios unicamente del cigarrillo electrénico o cigarrillo convencional. Como
medida de consumo en el caso de los fumadores de cigarrillo convencional, se
establecié una minima de 20 cigarrillos y una maxima de 40 cigarrillos por dia
(15). En el caso de los fumadores de cigarrillo electrénico la media de consumo
en ml de liquido fue de 9.2 £ 7.33 por dia. El rango etario de la poblacién
estudiada fue de 18 a 25 afios, con un promedio de 19.5 + 2.15 afios para el
grupo de fumadores de cigarrillo electrénico, 22.1 + 2.22 afios para el grupo de
los fumadores de cigarrillo convencional y 20.1 + 1.21 para el grupo control.
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Evaluacion del nivel de dafio del ADN

A través del Ensayo del Cometa realizado en 200 células de cada muestra de
la poblacidén estudiada, siendo estas las unidades de analisis, se obtuvieron
cuantificaciones de la polifragmentacion del material genético medidos a través
de los parametros del Largo de la Cola (Tail Length o TL), Momento de la Cola
(Tail Moment o TM), Momento Olive de la Cola (Olive Tail Moment u OTM) y
Porcentaje de ADN en la cola (%DNA), cuyos promedios se muestran en la Tabla
1. Todos los parametros se obtuvieron por medio de Software Comet Imager v2.2
cuya referencia se hace en la Figura 1 donde se puede observar la fragmentacion
del ADN, a través del software.

Tabla 1. Datos cuantitativos de los parametros brindados por el software Comet
Imager v2.2 para el Ensayo del Cometa.

Tail Length Tail Moment Olive Tail o

Grupo (TL) (T™) Moment (OTM)  7°DNA
Fumadores de 36.61 14.15 6.58 26.88
Cigarrillo + + + +
Electronico 18.69 11.09 4.61 10.93
Fumadores de 51.15 27.3 12.73 34.34
Cigarrillo + + + +
Convencional 19.61 16.27 7.50 14.33
No Fumadores 12.22 3.77 1.79 8.27
(Grupo + + + +
Control) 9.17 3.32 1.61 5.08

© Comet mager 22 —1ofx]

Tail Length:
Tail Moment

Tail Moment Olive:
%DNA

Figura 1. Cometa observada a través del software Comet Imager v2.2 ilustrando la
fragmentacién del material genético cuantificado con los pardmetros Tail Length (TL), Tail
Moment (TM), Olive Tail Moment (OTM) y %DNA, de un fumador.

Se demostrd una diferencia altamente significativa entre los grupos expuestos
y los controles utilizando la prueba de t-student calculada para una p<0.05 en
cada uno de los parametros obtenidos en los tres grupos analizados. Esta
diferencia puede evidenciarse en la Figura 2, donde se compara el promedio de
los parametros obtenidos.
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Figura 2. Variacion de los parametros Tail Length (TL), Tail Moment (TM), Olive Tail Moment
(OTM) y Tail DNA (%DNA) medidos con el software Comet Imager en los tres grupos de
estudio.

DISCUSION

Los datos obtenidos en el estudio han demostrado un nivel de dafio mayor en
los usuarios de cigarrillo convencional y un menor dafio en los usuarios de
cigarrillo electrdnico. Sin embargo, al comparar el nivel de dafio de los usuarios
de cigarrillo electrénico con el grupo control, se encontré una diferencia
significativa, para una t-student de p<0.05, cuantificando los parametros a través
del Ensayo del Cometa.

La medicidon de los parametros, indicadores de dafio del material genético,
obtenidos por el bioensayo utilizado y cuantificados por el software Comet Imager
v2.2, ha demostrado un aumento en los valores de los mismos, (Figura 2) como
el TL, TM, OTM y % DNA en la cola, en mayor medida en los usuarios de cigarrillo
convencional y en menor medida en los usuarios de cigarrillo electrénico respecto
al grupo control. Este aumento en el indice de dafio indica un incremento en la
fragmentacion del material genético que migra durante la electroforesis formando
la cola del cometa, atendiendo a la condicidon de que, a mayor dafio, mayor es el
valor para TL1?), Pese a que D. Thorne et al. menciona que exponiendo a bacterias
Salmonella typhimurium a 3 horas del vapor generado por el cigarrillo electrénico,
no mostraron mutagenicidad a través del el test de Ames®®?, la ausencia de
mutagenicidad no indica una ausencia de genotoxicidad®®), puesto que se sabe
que las nano particulas de cobre producidas por el cigarrillo electrénico puede
desencadenar estrés oxidativo celular, y por consiguiente, fracturas en la
molécula de ADN®? de los individuos expuestos a estos agentes. Asi como se
observa en los valores expresados en la Tabla 1 de las células de linfocitos
analizadas de los usuarios de cigarrillo electrénico.

Relacionando la variacion de concentracion de nicotina del liquido para el
vapeo con el CE se ha encontrado un aumento dosis/respuesta en el nivel de dafo
al material genético como se puede observar en la Figura 3. Esta variacion en los
parametros medidos podria asociarse a un aumento en el riesgo a desarrollar
neoplasias. Ademas, el calor producido por el cigarrillo electréonico, libera
sustancias organicas como formaldehido y acetaldehido y metales pesados como
niquel, cromo y plomo, considerados agentes genotdxicos y carcindgenos
directos. Agregado a esto, la acroleina presenta propiedades carcinogénicas
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indirectas ya que genera un metabolito carcinogénico (glicidol), clasificados por
la IARC(10:23),

El mayor nivel de dafio identificado en los usuarios de cigarrillo convencional
(promedio de 5 afios) podria deberse a un mayor tiempo de exposicion en
comparacion a los individuos expuestos a los agentes quimicos del cigarrillo
electrénico (promedio 2 afios).

Cabe resaltar, que, aunque el dafio mostrado por el CE sea menor, este no
indica la ausencia de efectos genotdxicos sobre el material genético de individuos
expuestos, ya que el 6.9% de los usuarios de cigarrillo electrénico, que nunca
han utilizado el cigarrillo convencional, presentan un dafio en el material genético
superior al dafio del grupo control y cercano a la media de dafio establecida para
los usuarios de cigarrillo electronico. Si bien el 93.1% de la poblacién de usuarios
de cigarrillo electrdnico, fueron anteriormente usuarios del cigarrillo convencional,
lo que eleva la cantidad de factores de riesgo cuando actlian en conjunto segun
Wills et al. en 2015, dejaron de fumar cigarrillos convencionales por mas de 6
meses para el momento del estudio. Estos factores no invalidan las conclusiones
del trabajo ya que DeMarini et al. en 2004, han demostrado que luego de 78 dias
del cese del uso del cigarrillo convencional, el dafio al material genético se ve
reducido®,

Este estudio provee nuevos datos sobre el impacto del cigarrillo electrénico a
nivel de la molécula de ADN. Estos resultados revelan la relacion directa entre el
tiempo de exposicion y el aumento de la fragmentacién del material genético,
evidenciado por los cometas y los parametros medidos, en comparacién a un
grupo no expuesto. La importancia de estos datos radica en el uso los mismos
como base vy justificacion para futuras investigaciones sobre el CE y su impacto
en la salud humana.

Se sugiere ampliar los estudios respecto al uso de los cigarrillos electréonicos
en las diferentes areas de investigacion con todas sus variantes.
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